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小 亲 蛾 糖 基 转移 酶 基因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 在 
不 同 发 育 阶 段 的 表达 
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(南京 农业 大 学 植物 保护 学 院 , 农业 部 病虫害 监测 与 防 控 重 点 开放 实验 室 , RX 210095) 


摘要 : 根据 秀丽 小 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 及 其 他 昆虫 中 糖 基 转移 酶 基因 的 同 源 序列 , 采用 道 转录 PCR ( reverse 
transcription PCR, RT-PCR) 和 cDNA 末端 快速 扩 增 PCR(rapid amplification of cDNA ends PCR，RACE-PCR ) 技术 从 小 
KIR Plutella xylostella 4 龄 幼虫 中 肠 组 织 中 获得 了 3 个 基因 的 全 长 序列 , 其 开放 阅读 框 长 度 分 别 为 1 383 bp, 1230 bp 
和 1 041 bp, 分 别 编码 460, 409 和 346 个 氨基 酸 , 将 其 分 别 命名 为 Pxbre-3, Pxbre-4 和 Pxbre-5 (GenBank 登录 号 分 别 
是 GU321343, GU321344 和 GU321345) 。 同 源 序 列 比 对 发 现 , 这 些 基 因 和 线虫 中 相应 的 糖 基 转移 酶 基因 具有 较 高 相 
WE, 且 具 有 对 糖 基 转移 酶 活性 起 关键 作用 的 氨基 酸 保守 模块 , 也 包含 类 似 的 跨 腊 区。 由 此 推测 , 这 3 个 基因 为 小 
菜 峨 糖 基 转移 酶 基因 , 参与 小 莱 蛾 精 糖 脂 的 合成 。 实 时 定量 PCR 检测 结果 表明 , 这 3 个 基因 以 及 Pxbre-2 ERRA 
龄 幼虫 、 肾 和 成 忠 以 及 4 龄 幼虫 中 肠 组 织 均 有 表达 , 在 肾 和 成 虫 阶段 表达 量 较 高 。 本 实验 结果 为 今后 研究 著 糖 脂 是 
否 参 与 小 菜 蛾 对 Bt 毒素 的 抗 性 英 定 了 基础 。 
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Abstract: According to the homologous amino acid sequences in Caenorhabditis elegans and other insects, 
the full length cDNA sequences of 3 glycosyltransferase genes ( named as Pxbre-3, Pxbre-4 and Pxbre-5) were 
cloned by RT-PCR and RACE-PCR from the midgut of 4th instar larvae of the diamondback moth, Plutella 
xylostella. The open reading frames of these genes were 1 383 bp, 1 230 bp and 1 041 bp, respectively. The 
deduced coding products had 460, 409 and 346 amino acids, respectively. These genes were homologous to 
the bre genes of Caenorhabditis elegans and had the predicted membrane-spanning regions and conserved 
motifs known to play key catalytic roles in glycosyltransferases. Thus, the three genes are inferred to code 
glycosyltransferases in P. xylostella. The mRNA expression of these three genes and Pxbre-2 was detected in 
different developmental stages (larva, pupa, and adult) of P. xylostella by real-time quantitative PCR, and 
the expression level was higher in pupa and adult. These results provide an important basis for investigating 
the possible involvement of glycosylphingolipid in resistance to Cry toxins in P. xylostella. 
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/N 3€ IR Plutella xylostella B 8 3H E HEM TNR H E PEX) Bt 制剂 产生 抗 性 
( Lepidoptera ) IRF} ( Plutellidae) , 是 世界 各 地 普遍 ( Tabashnik et al., 1990) , 随后 在 其 他 国家 和 地 区 也 
发 生 的 蔬菜 害虫 。 从 上 个 世纪 80 年 代 开 始 , 苏 云 ”监测 到 小 全 蛾 田间 种 群 对 Bt 制剂 的 抗 性 (Tang et 
金 芽孢 杆菌 Bacillus thuringiensis ( Bt) 制剂 被 广泛 应 al., 1996; Liu et al., 1996) 。 我 国 东 南 沿 海地 区 江 
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种 群 对 Bt 制剂 kurstaki WV P} (Btk) 及 Bt 毒素 
Cryl Aa, Cryl Ab, Cryl Ac 和 Cry2Aa 也 表现 出 抗 性 
( 王 崇 利 等 , 2006) 。 

昆虫 中 肠 刷 状 缘 膜 者 泡 (brush border membrane 
vesicles, BBMV) 上 的 受 体 与 Bt 毒素 分 子 的 结合 是 
毒素 发 挥 毒 杀 作用 的 重要 基础 , 受 体 突变 则 是 害虫 
对 毒素 产生 抗 性 的 重要 原因 (Pigott and Ellar, 
2007), TESEHEH E Rr, BEX Bt 毒素 受 体 主要 
包括 : 钙 粘 和 蛋白 (cadherin ) (Gahan et al., 2001; 
Morin et al., 2003; Xu et al., 2005). Sx HK i N 
(aminopeptidase N, APN) (Knight ef al., 1995; 
Lorence et al., 1997; Luo et al., 1997; Rajagopal et 
al., 2002; Zhang et al., 2009) ) 和 碱 性 磷酸 酯 酶 
(alkaline phosphatase, ALP ) ( Jurat-Fuentes and 
Adang, 2004; McNall and Adang, 2003) 等 。 

在 秀丽 小 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 上 通过 
FH B S (ethyl methanesulfonate, EMS) 诱 变 得 到 
抗 Bt 毒素 Cry5B 的 不 同 突变 体 , 发 现 了 与 抗 性 相 
关 的 bre-1 ~ bre-5 等 5 个 突变 基因 (Marroquin et al., 
2000) , Griffitts 等 (2001，2003 ) 通过 基因 定位 、 单 
核 代 多 态 性 鉴定 、 比 对 线虫 基因 组 信息 及 生物 测定 
等 方法 , 证 实 其 中 的 bre-2, bre-3, bre-4 和 bre-5 为 
在 同一 路 径 起 作用 编码 糖 基 转移 酶 
( glycosyltransferase) 的 基因 。 其 中 bre-3 和 bre-5 5j 
E A R b Drosophila melanogaster "P $5 WE HH 
( glycosphingolipids, GSLs) 合成 过 程 中 的 egh 和 brn 
基因 分 别 具 有 60% 和 3796 的 同 源 性 。 在 末 晶 中 这 
2 个 基因 编码 的 蛋 日 Egghead 和 Brainiac 通过 催化 
保守 的 糖 基 转移 反应 参与 靖 糖 脂 糖 链 的 合成 
( Goode et al., 1996; Wandall et al., 2003, 2005), 
Griffitts 等 (2005 ) 通过 与 Cry5B 的 结合 试验 证 实 了 
线虫 肠 壁 细胞 上 的 鞘 糖 酯 为 Bt 毒素 Cry5B 的 受 体 ; 
用 薄 层 层 析 法 (TCL) 分 析 野 生 型 和 突变 体 线虫 中 的 
HHK, 明确 bre 基因 参与 了 糖 脂 中 糖 链 的 合成 , 其 
中 任 一 基因 发 生 功 能 丧失 突变 , 均 能 使 线虫 不 能 有 
效 合成 结合 Cry5B 的 萌 糖 脂 受 体 ， 从 而 导致 对 Cry 
毒素 抗 性 的 产生 。 

在 昆虫 和 线虫 等 无 脊椎 动物 中 , ERUIT NE 
有 的 N- 乙 酰 半 乳 糖 胺 -Bl1,4-N- 乙 酰 葡萄 糖 胺 -B1 ,3- 
甘露 糖 -p1，4- 和 葡萄 糖 ( GalNAcB14GlceNAcB1- 
3Manpl-4Clc) 的 四 糖 核心 区 。Btk 6 内 毒素 的 原 毒 
素 与 活化 毒素 与 红头 丽 蝇 Calliphora vivina 的 中 性 
莫 糖 脂 主要 结合 部 位 包含 这 个 四 糖 核心 区 ( Dennis 
et al., 1986), CrylAa, Cryl Ab 和 Cryl Ac 毒素 也 能 


EH E XS Manduca sexta BP]SSPREBETHZS t ( Griffitts 
et al., 2005) , Bt 毒素 Cry14A 既 能 杀 线 虫 又 能 杀 昆 
Th. 其 在 线虫 体内 发 挥 作 用 也 需要 糖 脂 类 受 体 ， 
此 在 昆虫 体内 糖 脂 也 可 能 是 Bt 毒素 作用 的 受 体 
( Griffitts et al., 2001,2003) 。 

如 有 果 昆 虫 体 内 糖 基 转 移 酶 基因 发 生 窗 变 ， 影 啊 
了 鞘 糖 脂 的 合成 , 是否 也 能 使 其 对 Bt 毒素 产生 抗 
PE? Kumaraswami 等 (2001 ) 发 现 , 在 抗 性 和 敏感 小 
KIRE CrylAc 毒素 与 蛋 日 的 结合 没有 差异 , 而 在 
中 肠 和 BBMV 脂 质 提取 物 中 , 其 中 性 则 糖 脂 在 小 羔 
蛾 CrylAc 抗 性 品系 中 的 含量 是 敏感 品系 的 一 半 ， 
因此 推测 抗 性 产生 可 能 与 这 种 差异 有 关 。 但 Baxter 
等 (2008 ) 通过 AFLP 分 析 , 发 现 小 采 蛾 CrylAc Hi 
性 品系 的 1 个 糖 基 转移 酶 基因 ( Pxbre-2) Ej CrylAc 
抗 性 基因 并 不 在 同一 连锁 群 上 。 为 了 研究 小 亲 蛾 糖 
脂 类 受 体 是 否 与 小 菜 蛾 对 Bt 毒素 抗 性 的 产生 有 关 ， 
根据 秀丽 小 杆 线虫 C，elegans 及 其 他 昆虫 中 糖 基 转 
移 酶 基因 的 同 源 序 列 , 采用 逆转 录 PCR ( reverse 
transcription PCR, RT-PCR) 和 cDNA 末端 快速 扩 增 
PCR(rapid amplification of cDNA ends PCR, RACE- 
PCR) 技术 克隆 了 小 某 蛾 中 3 个 糖 基 转移 酶 基因 
( Pxbre-3, Pxbre-4 和 Pxbre-5) ， 对 其 推导 的 氨基 酸 
序列 进行 了 比 对 和 分 析 ， 同时 采用 实时 定量 PCR 
技术 对 Pxbre-3, Pxbre-4 和 Pxbre-5 基因 以 及 报道 的 
另 一 糖 基 转 移 酶 基因 ( Pxbre-2 ) ENIR 4. 龄 幼虫 、 
师 和 成 虫 以 及 4 龄 幼虫 中 肠 组 织 的 表达 进行 了 
研究。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

/3€ WE Roth m K B X B ya 3 UT x BT 
( Rothamsted Research) 惠 赠 , 在 室内 温度 25 +153C 、 
相对 湿度 60%~70% 、 光 周期 16L: 8D 条 件 下 , 用 不 
接触 任何 药剂 的 萝卜 盏 饲养 , 为 标准 敏感 品系 。 
1.2 主要 试剂 及 仪器 

RNA 提取 试剂 盒 SV Total RNA Isolation System 
Kit, M-MLV 反 转 录 酶 、pGEM-Teasy vector W El 
Promega 公司 ; LA Taq DNA 聚合 酶 3“-Full RACE 
Core Set Ver. 2. 0, SYBR® Premix Ex Taq'" WA E 
TaKaRa 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 ; 5'-RACE iX 
剂 盒 SMART" RACE cDNA Amplification Kit 购 自 
Clontech 公司 ; 凝 胶 回收 试剂 盒 和 质粒 提取 试剂 盒 
购 目 Axygen 爱 思 进 生物 技术 (杭州 ) 有 限 公司 。 


10 期 


PCR 引物 合成 和 产物 测序 由 Invitrogen EERE 
物 技术 有 限 公 司 完 成 。PCR 仪 为 Eppendorf 公司 的 
Mastercycler ep gradient S， 和 定量 PCR 仪 型 号 为 
ABI 7300, 
1.3 总 RNA 的 提取 及 cDNA 合成 

人 参照 SV Total RNA Isolation System 试剂 盒 说 明 
P, 取 小 菜 蛾 5 头 虫 体 或 其 中 肠 为 一 个 取样 单位 提 
取 总 RNA, 用 核酸 定量 仪 和 1% B] 3B P USED E DK 
鉴定 RNA 的 纯度 和 完整 度 。 在 PCR 管 中 加 入 2 ug 
总 RNA、2 uL oligo (dT)1; 引 物 和 M-MLV 反 转 录 酶 


合成 cDNA 的 第 一 条 链 。 
1.4 小菜 蛾 糖 基 转移 酶 基因 cDNA 片段 的 克隆 、 


测序 


根据 NCBI 中 线虫 的 bre-3, bre-4, bre-5 基因 序 
列 及 其 同 源 基 因 序 列 设计 简 并 引物 ( 表 1) ,通过 
RT-PCR 扩 增 目的 片段 , 经 凝 胶 回收 PCR 产物 , 与 
pGEM-Teasy vector 连接 , 转化 到 大 上 肠 杆菌 , 经 过 蓝 


基因 引物 名 称 引物 序列 (5’ -3’) 
Gene Primer name Primer sequence 

Pxb3-DF CGDGCBCTRCAGTAYTGYYTRG 
Pxb3-DR CCADATDACVGCVACRTTYTCRAT 
Pxb3-3'GSP CCTTTCACTATGTGGGACTTTATGC 

Pxbre-3 
Pxb3-5'GSP AGGTAATAAGCCCTTGACCAAACTGATG 
Pxb3-FullF TACGGGGTACCTAGCTCGAC 
Pxb3-FullR AATCATACTGTGACTGGAATTTT 
Pxb4-DF GTIGCYATYRTYRTRCCITWYMG 
Pxb4-DR GWCABKGCDSWIACDCCGCC 
Pxb4-3'GSP GGTTGCTGTACCAAGACATTTTTG 

Pxbre-4 
Pxb4-S'GSP GTGGAAGATGTGGCGCTGCCAGCCGCC 
Pxb4-FullF TCTCACACCTATCCCTGGACATCGG 
Pxb4-FullR CCACTTITGAGAGTTGGTTGTGTTAC 
PxbS-DF AYTWCAAYAAYACSATHAARAC 
PxbS5-DR ATKCCBARRWARAYRTCRTC 
Pxb5-3'GSP GTTCTGAAGACTCTGTACCTITGGG 

Pxbre-5 
Pxb5-5'GSP GCCGAGTTGGACTCATCAGTCACACCC 
PxbS-FullF GCCCTCGAATCACCAGATTA 


PxbS-FullR 


包 安 伟 等 : NRR ER BERE DSL B] v E 320] 43 WT I EAS I] I T EHE) e 1079 


H PEIE, 选 出 重组 克隆 , xA Invitrogen. ERRE 
物 技 术 有 限 公 司 测序 。 
1.5 小 菜 蛾 糖 基 转移 酶 基因 RACE 克隆 及 基因 全 
3'RACE 和 5'RACE 克隆 按照 试剂 盒 说 明 书 上 
的 要 求 操 作 。 根 据 已 扩 增 出 的 目的 片段 ， 用 Primer 
Premier 5.0 软件 设计 3’RACE fl 5'RACE 合适 的 特 
异性 引物 ( 表 1)。 根 据 得 到 的 3'RACE fl 5'RACE 
序列 , 设计 包含 全 部 编码 区 的 引物 进行 全 长 糖 基 转 
移 酶 基因 的 克隆 及 测序 ( 表 1) 。 
1.6 ”小菜 蛾 糖 基 转移 酶 基因 与 同 源 基因 的 氨基 酸 
序列 比较 分 析 
测序 结果 采用 GeneDoc 软件 和 DNAssist2.2 进行 
DNA 序列 分 析 和 氨基 酸 序 列 推导 ; 用 EMBL-EBI 
ClustalW2 软件 进行 氨基 酸 的 同 源 比 对 。 跨 膜 区 域 分 
析 在 http://www. ch. embnet. org/ software/TMPRED_ 
form. html 上 完成 。 


R1 PCR 引物 .目标 片段 大 小 及 同 源 基 因 GenBank 登录 号 


Table 1 Primer sequences, expected PCR product sizes and GenBank accession numbers of the homologous genes 


AAACCCCAGCAGATACATTCA 


产物 长 度 (bp) 


Product length Origin of the homologous gene and GenBank accession no. 


同 源 基 因 来 源 及 GenBank 登录 号 


~ 800 秀丽 小 杆 线虫 Caenorhabditis elegans (NM_066686 ) ; 
赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum ( XM. 970403) ; 
黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster ( DMU15602 ) ; 
冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae ( XM, 316840) ; 

] 497 丽 蝇 师 集 金 小 蜂 Nasonia vitripennis ( XM, 001601857 ) ; 
埃及 伊 蚊 Aedes aegypti ( XM. 001649545). 

- 350 秀丽 小 杆 线虫 C. elegans ( NM, 058471) ; 
意大利 蜜蜂 Apis mellifera ( XM, 394839) ; 

丽 蝇 师 集 金 小 蜂 N. vitripennis ( XM, 001605489) ; 
IgE RS D. melanogaster (NM_137102 ) ; 


1 568 冈比亚 按 蚊 A. gambiae ( XM. 318033) ; 


J& Brit A. aegypti (XM. 001662097 ) ; 
粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni ( AY601103). 
~ 400 秀丽 小 杆 线虫 C. elegans ( AY038065) ; 
冈比亚 按 蚊 A... gambiae ( XP. 320943) ; 
埃及 伊 蚊 A. aegypti (EATA8595) ; 
欧洲 玉米 量 Ostrinia nubilalis ( AY821557) ; 


1 731 黑 腹 果 蝇 D. melanogaster ( NP. 476901). 
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1.7. 小 莱 蛾 糖 基 转 移 酶 基因 的 表达 研究 

采用 实时 定量 PCR. 技术 研究 小 荣 蛾 糖 基 转 移 
酶 基因 在 小 集 蛾 4 龄 幼虫 中 肠 、4 龄 幼虫 2 H dS 
和 35 日 龄 成 虫 体内 的 表达 。 用 2 "方法 (Livak 
and Schmittgen, 2001) 计算 基因 的 相对 表达 量 。 本 
研究 设置 3 HER, 每 组 取 5 头 虫 体 或 其 组 织 提取 


RNA。 内 参 基 因 用 B-actin. ( GenBank. 登录 号 为 
AB282645) (Lee et al., 2005 ) ， 目 标 基 因 的 引物 设 
AR TaKaRa 定量 试剂 盒 的 要 求 。 对 所 设计 引物 
( 表 2) 的 PCR 产物 进行 克隆 测序 验证 , 并 提前 完成 
扩 增 效率 和 熔 解 曲线 实验 ,以 确定 目标 引物 、 内 参 
基因 和 定量 PCR 反应 体系 。 


表 2 实时 定量 PCR 所 用 引物 


Table 2 Primer sequences used in real-time quantitative PCR 


基因 引物 序列 (5 -3") 


Gene Primer sequence 


产物 长 度 (bp) 
Product length 


GCAAGAGCCCTACTTGAGGCTA 


Pxbre-2 81 
GCGTGTTGCCGCTTAATCTTTA 
ATACAGCAGGAGGCTGCCATAG 

Pxbre-3 95 
TGGTGTTTGCTGGAGCTATTCA 
GCCACATCTTCCACGATATAGAC 

Pxbre-4 126 
TGTCTTGGTACAGCAACCTGTAG 
GCAACAAAGGCTAACACAGTTG 

Pxbre-5 133 
ATTTGTTCCACGGGTACTCATC 
TGGCACCACACCTTCTAC 

p-actin133 115 
CATGATCTGGGGTCATCTTCT 


定量 反应 体系 如 下 : 2 pL cDNA， 上 下 游 引物 
各 0.2 uL (10 pmol/L), 0.4 uL ROX Reference 
Dye (50 x ), 10 uL 2 x SYBR® Premix Ex Taq™ 和 
7.2 pL ddHO。 反 应 条 件 为 : 95"C 预 变 性 30 s, 以 后 
每 循环 为 95%C 5 s 和 60%C 31 s, JE 40 个 循环 ; 最 后 
95*C 15 s, 60% 30 s, 95C 15 s 用 于 产生 熔 解 曲线 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 人 小菜 蛾 糖 基 转移 酶 基因 的 克隆 

根据 NCBI 中 线虫 bre-3, bre-4 和 bre-5 SS dc 
转移 酶 基因 的 序列 及 其 他 昆虫 中 的 同 源 基 因 设 计 人 简 
并 引物 , 通过 RT-PCR 扩 增 得 到 了 目标 片段 , 分 别 
约 为 800 bp, 350 bp 和 400 bp。 进 一 步 进 行 5' 
RACE 41 3'RACE 扩 增 , 得 到 两 端 序 列 后 , 拼接 全 
K cDNA, 再 设计 全 长 上 游 引物 和 下 游 引 物 , 经 RT- 
PCR 扩 增 到 1 497 bp,1 568 bp 和 1 731 bp 的 长 片 
Ec, 经 测序 验证 后 , 成 功 获得 了 3 个 与 线虫 bre 基 
因 同 源 的 基因 ， 分 别 命 名 为 Pxbre-3，Pxbre4 和 
Pxbre-5, GenBank % 5x& 5 ^ 别 是  GU321343, 
GU321344 和 GU321345, 


2.2 小 莱 蛾 糖 基 转 移 酶 基因 的 氨基 酸 序列 分 析 

Pxbre-3 基因 开放 阅读 框 ( open. reading frame, 
ORF) EK 1383 bp, 编码 460 个 氨基 酸 。 该 基因 编 
码 的 氮 基 酸 序列 与 已 报道 黑 腹 采 晶 D. melanogaster 
的 egh 基因 编码 的 Egghead 和 日 相似 性 为 86% , 与 
秀丽 小 杆 线虫 C， elegans 相似 性 为 76% , 与 闪 比 亚 
Tz Anophele gambiae 相似 性 为 8396 , + MN tR IN Æ 
金 小 蜂 Nasonia vitripennis 相似 性 为 79% ,与 赤 拟 谷 
XX Tribolium castaneum 相似 性 为 8496 。Egghead F 
有 B-1 ,4- 甘 露 糖 转移 酶 活性 ,特异 性 地 将 甘露 粮 与 
葡 欧 糖 通 过 B-1 ,4- 糖 苷 键 相 连 , 在 果 蝇 的 萌 糖 脂 合 
成 中 发 挥 作 用 (Wandall et al., 2003) 。 线 虫 bre-3 也 
编码 一 种 属于 糖 基 转 移 酶 2B 家 族 的 B-1,4- 甘 露 糖 
转移 酶 。 在 本 研究 所 克隆 的 Pxbre-3 基因 ,其 所 推 
导 的 氨基 酸 序列 具 5 个 览 膜 结构 域 和 对 转移 酶 活性 
起 重要 作用 的 保守 天 冬 氮 酸 残 基 和 QRXRW 保守 模 
块 (图 1), 前 者 在 结构 上 形成 糖 基 供 体 的 结合 腔 ， 
而 后 者 结合 糖 链 受 体 (Saxena et al., 2001) ,推测 小 
SEM Pxbre-3 基因 是 线虫 中 bre-3 基因 的 同 源 基因 ， 
可 能 编码 小 集 蛾 B-1 ,4- 甘 露 糖 转移 酶 。 
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小 菜 蛾 糖 基 转移 酶 基因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 1081 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MRMLRIRVKHLLHCILFLSFIFFSLVFAGAIQLDD----KEK 38 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MNCEVKHALHCAVLVAWIVCFAYFCGVFTEPV-—---EGS 35 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MTMLTSKAKHYLHCCLFIYVIFMFEIFTGGIKLLDGAFFVPA 42 
MACLAMSPITQOGRTTKIYMMLNSWTKHILHCCLLATFILVFEFVSGGLHWGP----RDQ 56 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MNSTTKHLLHCTLLITVIVTFEVFSGGIKIDE----NSF 35 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 MLNSTSKHILHCALLFGLLIVFEIFCGGIKVTE----SAF 36 


. 大 次 kkk 


. * . 


AEIDPWATYGIYGSLLLYALRLLTLLTLPOVLFENFAGLIFEFNTFPFPGRVEIKGSPLLAPFI 
VPESPVASYGLIWTVCLYLLRFTALLVLPOCLCNLGGLMMPFNAFPFRERVOLKAAPLLSPFV 
EDINPWVHYGYLGALVLYLLRLVTFLPLPOVLFNFIGLTYYNAFPFPDRVVLKASPILAPFI 
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图 1 NIR Pxbre-3 基因 所 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 同 源 基因 和 氨基酸 序列 的 多 重 比 对 
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Fig. 1 Multiple alignment of deduced amino acid sequences of Pxbre-3 and its homologues from other species 
P. xylostella: /\ Wk Plutella xylostella ( Pxbre-3) , GU321343; C. elegans: 秀丽 小 杆 线 虫 Caenorhabditis elegans ( bre-3) , NM. 066686; T. 
castaneum: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, XM, 970403; D. melanogaster; ŒR Rte Drosophila melanogaster, DMU15602; A. gambiae: 四 比 亚 按 蚊 
Anopheles gambiae, XM, 316840; N. vitripennis: WW IRINE dV Nasonia vitripennis, XM, 001601857. 方 框 中 的 序列 是 该 类 糖 基 转 移 酶 中 对 催化 
起 关键 作用 的 保守 模块 ; 黑体 和 下 划 线 序列 为 跨 膜 区。Conserved motifs known to play key catalytic roles in related glycosyltransferases were boxed. 


The predicted membrane-spanning regions were bold and underlined. 


Pxbre-4 基因 ORF 全 长 1 230 bp, 编码 409 TA 
基 酸 。Pxbre-4 基因 的 推导 氨 基 酸 序列 与 其 他 物种 
同 源 基因 的 相似 性 依次 为 : 秀丽 小 杆 线虫 C. 
elegans 46% ， 黑 腹 果 晶 D. melanogaster 47% ， 丽 量 


师 集 金 小 蜂 N. vitripennis 52% , R M Bt ix. Aedes 
aegypti 43% , 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 7696 。 Pxbre- 
4 基因 推导 的 氨基 酸 序列 与 已 经 报道 的 其 他 物种 B- 
1 ,4- 糖 基 转 移 酶 基因 的 氨基 酸 序列 在 近 C 端 有 较 高 
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相似 性 ， 而 近 N 端的 相似 性 则 较 低 (图 2)。 线 虫 
bre-4 是 7 糖 基 转 移 酶 家 族 中 的 一 员 , 编码 B-1 ,4-N- 
乙酰 半 乳 糖 胶 转 移 酶 , 它 的 N 端 包含 有 一 上 段 单 跨 膜 
[X , 3 个 特异 的 保守 模块 对 该 酶 的 催化 起 着 重要 作 
用 (图 2), 其 中 HDXDL 和 MXXH 结合 糖 基 , 然后 
GWGG 组 成 的 小 环 发 生 转 动 以 锁 住 结 合 的 糖 基 , 使 


53 


得 酶 的 构象 发 生 改 变 , 便于 后 续 的 糖 基 转 移 反 应 进 
行 (Ramakrishnan et al., 2002), Pxbre-4 同样 包含 
该 类 糖 基 转 移 酶 所 具有 的 保守 模块 和 N 端的 单 路 
RX, EMRI Pxbre-4 基因 是 线虫 bre-4 的 同 源 
基因 , 可 能 编码 小 汪 蛾 B-1,4-N- 乙 酰 半 乳糖 腕 转 
T NS 


P.xyliostella 
C.elegans 
N.vitripennis 
D.melanogaster 
A.eaegypti 

T.ni 


P.xylostelia 
C.elegans 
N.vitripennis 
D.melianogaster 
A. aegypti 

T.ni 


P.xylostella 
C. elegans 

N. vitripennis 
D.melanogaster 
A. aegypti 

T.ni 


P. xylostella 
C. elegans 

N. vitripennis 
D.melanogaster 
A. aegypti 

T.ni 


P. xylostella 
C. elegans 

N. vitripennis 
D.melanogaster 
A. aegypti 

T.ni 


P.xylostella 
C. elegans 

N. vitripennis 
D.melanogaster 
A. aegypti 

T.ni 


P.xylostella 
C.elegans 
N.vitripennis 
D.melanogaster 
A.aegypti 

T.ni 


P.xylostella 
C. elegans 

N. vitripennis 
D.melanogaster 
A. aegypti 

T.ni 


P. xylostella 
C. elegans 

N. vitripennis 
D.melanogaster 
A. aegypti 

T.ni 


——MGGAGAGAG 
MAFRHIAVA-—-—-RLRSLLVLCAVILLVHAMIYRIP-—--—-———— SLYIENLTI--————————— 
MTVAAAVAAPWHRBEAHIYREALACIVEVLIALOYLLSGAIDHRRSIETIPFTINTSRPPHORAL 
—OMYLEPBTRANLIRFLAGAICLIIVILNPWVGITIRSDGG-—-—————— SA'TSISEKLSIIZRWVH-—-EYA 
——MASCSRAHAINAWVLVAGFLLILLNLLGSRWDSAPIGLPRMGTTQWPGÓERTRTSSD-RFEWV 





s. e 
- - o - a - - 


VIXGPASASSNNNVINNNNNNNNNIEDEDDSSSGAGPPPGNSSLVSTSS3A—-———— NVIAPTN 
HiIYG-—-————————— NASSDGAGGSE-—-—————————————— 入 与 到 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 LPASPLA 
QVHAPHONRSIDSEKNISSNDNGSHOQORELHANHDSIYNNOSAPROPNESLNNNDIPVNOLS 
CLYNATOQPTLINVERIJAANWPREIZPTSINYIEDSEEYSIENISLSNHTTIASVVHPPSSITE 


LSEKDRERDORBLNGGDPNST--—-——IRTVIATANFTSIP--—-ODLTRELLG-—-—-—————— TERE 
KSOKFNESQPTTAGNSSSSSNDTNPSLSSENSTSISDYSENLVEVVSSKEQVANSSGEKKI 
TASKLDEN—-—-MTIODGAPFAMISPTTPLLITEKLMDSIR—-———————————————————— SYV 


- 大 


S'TEAAE-——————————————————————— KNE--—-—TELPVCQD-PTDLG-PIPVNKTEIE 
RPILFP--—--——-—-———— e e m ma e e me m m m e e DNQ--—--—TLQFCNQTPPHLVGPIRVFELDEPD 
STSTSP-—————————————————-—---— TAT-——-QTPRCPLVPPNLVGPIAVSKSPPD 
LPPRQK---—-—-—-—-—— e STSALLAN--—CTDPDPRDGGPITPNTTILES 
VPEAOQROOOPNETIQTDGSGGGGNGTRLIDSLVRKLAGNSCPPIPPNLDGPVEVDATFEET 
TTEDGV—-—-————————————————————— KKAEAVVTLPLCDSMPPDLG-PITLNKTELE 
* E a 
LEYVESKYPEVRW-GGRYAPSNCTAKHKVAIIVPFERDRLQHLAIFLNHMHPFLMEKQQLEY 
FKTLEKIYPDTHA-GGHGMPKDCVARHRVAIIVPYRDREAHLRIMLHNLHSLLAKQQLDY 
LAAMEKAFAKVKQ-GGRGAPEDCVARYRVAIVIPFRDRFPHLMTLLYNLHPLLLRQOLDY 
LDVIEAELGPLLRPGGAFEPENCNAOHHVAIVVPFERDRYAHLLLFLRNIHPFLMKORIAY 
LSSVEQKLATKLLPGGHYIPRECTAHDRVAVIVPYRDREQHLPVFELKNLHPFLMKQOIEY 
LEWVEKKFPEVEW-GGRYSPPNCTARHRVAIIVPYRDROOHLAIFLNHMHPFLMKQQIEY 


= “类 oc * < 交大 fk vo: fk 1 kkk oe = 大 <= 六. +z* -x* * 


- - 


GIPFIVEOEGSMAFPFNHRARLMNVGEWVESORORAGGWOCHI 
AIPFIVIEQOVANQTFFNIGRLMNVGYDVASBLYP-—-WOCHEI 
QIPFVIEOREGNGOFIIRAMLMNIGYVEATLRKERP--—PFDCFEI 
RIFIVEQTUINGKPFNREAAMMNIGYLBALERKLYQ--WDCFEI 
GIYIVEQAAGSQFFNEREASILMINV(GPARBJAMEQIEN.--WICNMWV 
GIPFIVEORGNKDFENHARLMNVGIVESORLVAPGWQOCHBWV 

* of fo ` kek, rws wa fofi = >o 


^ - - - 





HMSASILDTHNYRLLYODIFGGVSAMTVEQFENVNGESNEY 
HMSVAIDRFNYRHLPYSAIPFGGISALTKDHILILKRKINGPEFSNDFE 
HMSVAVDRKRKFLYRLPYSDLFEGGVSAMTTEHFRLVNGESNVE 
HMSVAIDTLNFERLPYRSIFGGVSAMTRIEHPFOAVNGPFESNSE 
HMSVAWVLDTPFGFERKLPYSTIFGGVSAMTAROPFHRTVNGPFSNSE DDDMSNRLEKHVGFEH 


HMSASIDEKLHFERHLPYEDIPFGGVSAMTLEGQPIRVNGFSNEKY DDDMSYRLERKIINXTIH 
kkk o rr *, fic* 大 六 大 六 大 次 = 六 z2: Dk x a 大大. Fixx; 大 


* aa 


DDDMSHRLKRENYH 
DDDLATRTSMAGLK 
DDDMANRIKARGLH 
DDDMSNRLKHANLEF 


LI ~ 












TARYKMSTARYAMLAHKKSSPNPK- —-RYQLLSQTNKIQDKDGLSTLQOCELLEVTHRRLY 
VSRYPTOIARYK 
ISRYPANIARYHMULTHERERANPE-—-—-RYEFLETGEHRHHRFLTDGLSNLOYREILVREHKRKPRLY 
ISRYPVNIARYHRLKHDRERKANPI--—--RYENLONGMSEIEQDGINSIHYSIYSIKQFPTFE 
IARYPINILIARY TOSHERRERANPE-—-—-—-BRYBEKLVTGAKRFDSDGINSLHYRELINILISREKPLI 
IARYRMSIARYA S'TPNPR———BRYOLLSQTSEHTPFORDGLSTLEYELVQVVOYHLY 


fk X .QOECk ck o dii „EK eo. : cA» - - ^ 


e - - 9 * - 4 - 


THILZTNIDERS—-———————————— 409 
TRAVVDLLEKDCRRELRRDFPTCE 383 
UWEPLARLTPPAOPS-—-————————— 433 
UWYTSQABVALEINSERIKS—————————— 403 
CTWVHVEITSQENS-—-——————————— 484 
THILVNIDERS 1e me me m ame me me me e e 421 


* - 


* * 


图 2 INIR Pxbre-4 基因 所 推导 的 氨基 酸 序 列 与 其 同 源 重 日 氨基 酸 序列 的 多 重 比 对 
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Fig. 2 Multiple alignment of deduced amino acid sequences of Pxbre-4 and its homologues from other species 
P. xylostella: /\ X R Plutella xylostella ( Pxbre-4) , GU321344; C. elegans: 秀丽 小 杆 线虫 Caenorhabditis elegans ( bre-4) , NM. 058471; 
N. vitripennis: MIRIN E S/E Nasonia vitripennis, XM, 001605489; D. melanogaster; ÆR RAE Drosophila melanogaster, NM, 137102 ; A. aegypti: 


3 A Bil Aedes aegypti, XM, 001662097; T. ni: 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni, AY601103. 方 框 中 的 序列 是 该 类 糖 基 转移 酶 中 对 催化 起 关键 作用 的 
保守 模块 ; 黑体 和 下 划 线 序列 为 跨 膜 区 。Conserved motifs known to play key catalytic roles in related glycosyltransferases were boxed. The predicted 


membrane-spanning regions were bold and underlined. 
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Pxbre-5 基因 ORF 全 长 1 041 bp, 编码 346 TA 
基 酸 。Pxbre-5 基因 的 推导 氨基 酸 序列 与 其 他 物种 
同 源 基 因 的 相似 性 依次 为 : 秀丽 小 杆 线 虫 C. 
elegans ( bre-5) 43% , Œ A R by D. melanogaster 
(brn) 53% , X EXE TE E An. gambiae 56% , Y RAF 
hy A. aegypti 58% , WX EXI Ostrinia nubilalis 
64% , Z& fx Bombyx mori 6890 。 人 研究 表明 在 SS 细 
胞 中 表达 果 蝇 的 brn 基因, 其 产物 可 以 将 N- 乙 酰 葡 
萄 糖 胺 转移 到 B- 甘 露 糖 上 , 线虫 BRE-5 与 采 量 
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Brainiac 虽然 只 有 29% 的 一 致 性 , (BERIE brn 基 
因 突 变 体 中 表达 bre-5 基因 可 以 弥补 由 于 这 个 基因 
突变 导致 的 致死 作用 , 由 此 证 明 在 线虫 中 bre-5 基 
因 编 码 B-1,3-N- 乙 酰 葡 萄 糖 胺 转移 酶 (Griffitts et 
, 2003) 。 本 研究 中 得 到 的 Pxbre-5 具有 N 端 跨 膜 
结构 、 保 守 模 块 DXD 和 DDVFLG (图 3), 这 些 是 p- 
1 ,3- 糖 基 转 移 酶 家 族 成 员 的 特征 (Hennet，2002 ) 。 
因此 小 菜 蛾 Pxbre-5 基因 可 能 编码 B-1,3-N- 乙 酰 葡 
葡 糖 胺 转移 酶 。 


图 3 













P.xylostella .  ------- MMG--RR GDYINTLNIEDEFHYPLDVDIKPL 51 
C.elegans MFLCVRILKRKYHELSSFOKLLIFTITIFLLWVLGVVDKFRETSFG-DFSWPLETR---- 55 
A.gambiae —P  ------- MLPRICVKFRLKYVLAALVGLYLLOFFGAFTHFFEKDFESTFDYPLNG----—- 48 
A.aegypti  »;— ------- MLPRICIKFRIKYVASLILVLLVLEYFGAFTHMFEADFEKTFAYPMEG----- 48 
O.nubilalis  — -—------ MMS--FKRRKYKLLLCVCVVISVYYLLGINDYVNARRIEDGFDYPLNMDIQPL 51 
B.mori /""—  —-.----------- MRRNRYKLIVFALVLVYVYHFFGVGDYVQSKNFDSDFENYPLNVDIRPI 48 
D.melanogaster ------- MQS--KHRKLLLRCLLVLPLILLVDYCGLLTHLHELNFERHFHYPLNDD---- 47 
- - * . * „ke 
P.xylostella TEDMKAGRELSIAPVNVYPYNFMTTID-KCRGK----PVDLLILVKSAMEHFDLRTAIRD 106 
C.elegans -~ NLOLRSKFTEKYPQCKFSGNG-—-—-——————-—— OKIIIIIIKSSAKNGPMRESVRK 98 
A. gambiae --DILS--DPARPPINRYNYTYITDCEHKCKEDDRLIAPRLVFVVKSAIEHFDRRATIRK 104 
A.aegypti ——DILHGQRPAVEPINGYNFESYITDCQHKCKEDDRMIAPRLVFVVKSAMENFDRRVAIRK 106 
O.nubilalis LOEVMAGKKPSVPPINYYPYRFLTNSG-KCNTVE---KLDLFIVIKSAMDHFGHRNAVRL 107 
B.mori VOAILDGQRPNVEPINYYPYKFLSNYR-QCSVVN---KPDLVIIVEKSAIDHEFGHRDAIRK 104 
D.melanogaster 一 一 一 一 一 TOSGSASSCLDAEAYLRVESETABEVEVDQ---PARLTMLIKGAVGNSRRHEEAIRR 99 
f: fDX** * * "E 
P.xylostella TWGKENNLMDETVRVLFFLGVTDE-SNSALOKKVDOEITFEYNDIVOIDFIDAYYNNTIKT 165 
C.elegans TWGVFRMIDGVEVMPIFIVGRVEN-—--MEIMRRIDVESERKYKDILAISDIDSYRNNTLKL 155 
A.gambiae TWGYERRFSDVKIRTVFVLGRSRVHPNRRLOSLVDLESSTYRDIVOADFVDDYFNNTIEKT 164 
A.aegypti SWGWEKRFSDVKIRTVFVLGRP-ATANRRLOSLIDLEYSNYRDIVOGDFVDAYFNNTIKT 165 
O.nubilalis TYGKENLIPGRIVEKSLFFVGIDESYPKSETOKKIDEEMVOFKDIIOIDFRDNYYNNTIKT 167 
B.mori TYGKP-HVQGYNVKTFFFLGVDN--ASSDVOKNITKEMTEFKDIIQMSEFRDSYFNNTIKT 161 
D.melanogaster TWGYEGRFSDVHLRRVFELLGTAHE---—-—-— DSEKDVAWESREHGDILQAEFTDAYFNNTLKT 154 
>， 大 . a : .*.zi* : 大 a Aka 大 ck kkk o 
P.xylostella MMAFRWAYD-—-HCDEARYYLF YISVANLLDYTNFHERSAYSVYDDATRANTVDTD 223 
C.elegans FGAIDYAANPNOQOCSSPDFETFLVDDDELVHIPNLVKPE-—--—-——————————— AKTEKOKEE--—- 199 
A.gambiae MTGFRWAVS--YCPRARPFYMPFAIDDDFYVSARKNLLRY--—-—-—-—-—-—-—— VRNPMELPPNV-—— 209 
A.aegypti MMGFRWAVS—--YCPRAKFYMFAIDDDFYISSKNLLEKY—-—-—-—-—--—-—-—-— VRNP--LPRDV--- 208 
O.nubilalis MMSFRWVYE--HCNTADYYLEFE YISVNNLLDY-—-—-—-—-—-—-——— VHDEKPVPTSTGHG- 214 
B.mori VMSFRNWIFQ--HCAEAQHYLF YISVONLLRY---—-—-—-—-—-—- VSDVTTASER--—--—--—- 205 
D.melanogaster MLGMRWASD--QFNRSEFYLF EYVSOAKNVLKE-—-———-—-—-—-——— LGRGRQSHQP-—-—- 198 
^ PP kse 
P.xylostella KSKALFAGFVFKSRPHRYLGSKWRVSLDEYPWNKWPPYVSAGAYVVSNNVLKTLYLGSMF 283 
C. elegans -— —LVYBEGFVFDTSPFRLKIHEKHSISLNEYPFSRYPPYVSAGAVFLTSETIARFRNSIRK 256 
A.gambiae ——-KLFSGFVFRSAPHRHRSSKWYVSLEEYPWDMWPTYVTAGAFLLSHEALFEMYYVSMY 266 
A.aegypti ——-KLFSGFVFRSAPHRHRSSKEWYVSLEBEYPWDMWPTYVTAGAFLLSHEALFEMYYVSMY 265 
O.nubilalis —NEOLYAGYVFESTPORFITSEWRVSLEEYPWSRWPSYVTAGAYVVSNKSMKTMYAGSLFE 273 
B.mori -DGILFAGYVERSAPORFRSSKWRVSLEEYPWDRWPPYVTAGAYVVSNKAMRMLYVGSLF 264 
D.melanogaster  OBBLEAGHVEOTSELARHRESEWYVOLEEYEFDRWEPIVIAGAEILSOKALRQLYTARSVH 256 
- *ü oc : * 类 大 RA o. A Ax n D QE p ch kA A 
P.xylostelila VKHFRFDDIYLG['VARRAGVTPVMCEEFYFYRKRSHPM-TSYKRVIASHGFEDDPKELITVW 342 
C.elegans LEMFPFDDVFTG[LAKTVNVAATHNENFIFWCRRVSOKEWDDGVIAVHGYAR-EDLEYEY 315 
A.gambiae TKHERFPDDIFLG[VAMKAGIEPLHSEEFYFHEKAPYLGPOSYKYVLATHGYDEPTELTEKVW 326 
A.aegypti TKHEFRFPDDIYLG[VALKAGIEPLHSEEFYFHKAPFLGPOQSYKYVLATHGYDDPEELVEKTW 325 
O.nubilalis VEKHPFPPDDVYLGLLARREVGLVPBQ--—————————————————m——8M8MÁMmm— 296 
B.mori VEKHFRFPDDIYLG[VAKEMGIVPTHCPHFHFYRKAKPYER-EVYSDVIASHGYSNHDELIRVW 323 
D.melanogaster LPLFER DDVYLGLVALKAGISLQHCDDEREHRPAYEKGEDSYSSVIASHEFGDPEEMTRVW 316 
* * 
P.xylostella RHVWN 一 一 一 一 一 346 
C.elegans SOLNGFE-- 322 
A.gambiae NEIRASGYA 335 
A.aegypti NEVRAAGYA 334 
O.nubilalis —"—^/" -———————— 
B.mori NEQNAL--- 329 
D.melanogaster NECRSANYA 325 


小 菜 蛾 Pxbre-5 基因 所 推导 的 氨基 酸 序列 与 其 同 源 基 因 氨 基 酸 序列 的 多 重 比 对 


Fig. 3 Multiple alignment of deduced amino acid sequences of Pxbre-5 and its homologues from other species. 
P. xylostella: /N3&W& Plutella xylostella ( Pxbre-5) , GU321345; C. elegans: 秀丽 小 杆 线虫 Caenorhabditis elegans ( bre-5) , AY038065; A. gambiae: 


办 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae, XP. 320943; A. aegypti: 


埃及 伊 蚊 Aedes aegypti, 


EAT48595; O. nubilalis: WX M E KR Ostrinia nubilalis , 


AY821557; B. mori: ZÆ Bombyx mori, DQ443404) ; D. melanogaster; 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster (brn) , NP_476901. 方 框 中 的 序列 是 该 


类 糖 基 转移 酶 中 对 催化 起 关键 作用 的 保守 模块 ; 黑体 和 下 划 线 序列 为 路 膜 区 。 


Conserved motifs known to play key catalytic roles in related 


glycosyltransferases were boxed. The predicted membrane-spanning regions were bold and underlined. 
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2.3 ”小菜 蛾 Pxbre 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 
采用 定量 PCR 技术 对 Pxbre-2, Pxbre-3, Pxbre- 
4 和 Pxbre-5 E/I IR 4 龄 幼虫 中 肠 、 幼 虫 . 肾 和 成 
虫 体内 的 mRNA 相对 表达 量 进行 了 测定 。Pxbre-2 
基因 根据 已 报道 的 序列 重新 进行 克隆 测序 , 进而 设 
计 特 异性 的 定量 PCR 反应 的 引物 。 结 果 表 明 这 4 
个 基因 在 3 个 不 同 发 育 阶段 及 幼虫 中 肠 组 织 中 均 有 
不 同 程度 表达 ( 表 3)。 在 4 龄 幼虫 中 肠 中 ，Pxbre-3 
和 Pxbre-4 的 表达 量 相 对 较 低 ，Pxbre-2 和 Pxbre-5 的 


表达 量 相 对 较 高 。Pxbre-2，Pxbre-3 和 Pxbre-4 在 4 
龄 幼虫 中 的 表达 量 均 显著 高 于 中 上 肠 组 织 中 的 表达 
量 , 而 Pxbre-5 基因 在 幼虫 中 肠 组 织 中 的 表达 量 高 
于 幼虫 。Pxbre-2 基因 表达 情况 为 幼虫 > 成 虫 > 师 ， 
除 Pxbre-3 在 肾 期 的 表达 量 略 低 于 4 龄 幼虫 外 , 这 3 
个 基因 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 的 总 体 表 达 趋 势 均 是 
WIR > IM > 幼虫 , 特别 是 Pxbre-5 在 师 和 成 虫 期 的 
表达 量 分 别 是 幼虫 期 的 43 倍 和 78 倍 。 


表 3 人 小菜 蛾 Pxbre 基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 ( 用 2 方法 计算 ) 
Table 3 Relative expression of Pxbre genes at different developmental stages of Plutella xylostella ( with 2-^*°T method) 


4 龄 幼虫 中 肠 4 龄 幼虫 D 成 虫 
基因 Gene 
Midgut of the 4th instar larva 4 也 instar larva Pupa Adult 
Pxbre-2 1. 000(0. 859 — 1.162) 6.846(6.716 —6.977) 4.068(3.541 -4. 670) 6. 407 (6.063 - 6.769) 
Pxbre-3 0. 303 (0.249 -0.363 ) 1.941 (1.743 -2.159) 1.215(1.020 - 1.441) 5. 304(4. 417 — 6.363) 
Pxbre-4 0.018(0.001 -0. 036) 1.206(0. 832 - 1.720) 2.538 (2.300 -2.799 ) 7.161 (5.509 - 9.294) 
Pxbre-5 2.639(2.377 -2.929 ) 0.949(0.912 -0.987 ) 40.439(37.229 -43.924) | 73.663(65.410 -82.954) 





以 Pxbre-2 基因 在 4 龄 幼虫 中 肠 组 织 中 的 表达 量 作为 1, 用 2 -Acr 方 法 计算 其 他 基因 的 相对 表达 量 。 基 因 表达 量 的 相对 范围 用 2 -Ascr 计 算 ， 


其 中 AACT + 上 标准 误 。The relative expression is determined by 2 - AACT method compared with the expression level of Pxbre-2 in larval midgut. The range 


given for gene relative expression is determined by evaluating the expression according to 2 -AAT method with AAC4 + SE and AAC4 — SE, where SE is 


the standard error of the AAC value. 


3 讨论 


鞘 糖 脂 是 以 神经 酰胺 为 母体 的 糖苷 化 合 物 ,， 其 
1- 位 羟基 被 糖 基 化 , 是 动物 体内 主要 的 糖 脂 。 一 种 
糖 基 转 移 酶 专 一 地 催化 一 个 糖苷 键 的 合成 ,一 条 糖 
链 的 合成 需要 一 个 或 多 个 糖 基 转 移 酶 共同 参与 。 

线虫 bre-2, bre-3, bre-4 和 bre-5 基因 分 别 编 码 
不 同 的 糖 基 转 移 酶 , 这 些 酶 按 Bre, Bre, Bre4 
和 Bre-2 的 顺序 依次 参与 肠 道内 Cry5B 毒素 的 糖 脂 
受 体 糖 链 部 分 的 合成 。pre-2 基因 在 抗 性 品系 中 有 
两 种 突变 , 一 种 是 N 端 第 27 位 的 氨基 酸 Q 处 产生 
终止 突变 , 另 一 种 是 N 端 第 106 位 的 R 突变 为 Qi 
抗 性 品系 的 bre-3 基因 缺失 了 163 个 氨基 酸 (对 转移 
酶 活性 起 重要 作用 的 QRXRW 保守 模块 包含 其 
中 ) ， 如 果 在 突变 体内 特异 性 表达 这 个 基因 , 则 可 
以 恢复 其 对 Cry5B 的 敏感 性 ; 抗 性 品系 的 bre-4 基 
因 既 可 以 在 N 端 第 282 位 的 W 产生 终止 突变 , 也 
可 以 在 260 fy; G 突变 成 Ri bre-5 基因 第 249 位 氨基 
酸 R 在 抗 性 品系 中 突变 形成 终止 密码 子 ( Griffitts et 
al., 2003, 2005 ) 。 上 述 4 个 基因 中 任何 一 个 基因 


产生 突变 使 糖 脂 受 体 的 合成 受阻 从 而 导致 线虫 对 
Cry5B 产生 抗 性 。 在 黑 腹 采 蝇 中 ，egj (与 bre-3 同 
源 ) 和 brn( 与 bre-5 同 源 ) 的 基因 突变 可 以 造成 萌 糖 
BE BUR ERR REP HC. 引起 神经 细胞 和 表皮 细 
胞 异常 ， 并 导致 胚胎 死亡 ， 这 类 突变 是 致死 的 
( Goode et al., 1996; Rübsam et al., 1998) 。 因 此 ， 
有 末 晶 和 线虫 中 这 类 同 源 基因 所 起 的 功能 不 完全 
相同 。 

Coates 等 (2007 ) 报道 在 欧洲 玉米 量 O. nubilalis 
中 发 现 和 线虫 bre-5 同 源 的 一 个 B-1,3- 糖 基 转 移 酶 
基因 (Onb3GalT5 ) , 这 个 基因 存在 着 单 核 车 酸 多 态 
性 , 但 通过 遗传 学 研究 证 明 这 些 多 态 性 与 对 Bt 毒 
素 的 抗 性 无 关 。 本 研究 根据 线虫 中 相关 基因 及 其 他 
同 源 序列 殉 隆 出 了 3 个 小 染 蛾 糖 基 转 移 酶 基因 
Pxbre-3, Pxbre-4 和 Pxbre-5, XX 3 个 Pxbre 基因 与 线 
虫 中 对 应 的 ore 基因 有 着 很 高 的 氨基 酸 相 似 性 和 相 
同 的 氨基 酸 保 守 模 块 ， 可 以 推测 这 3 个 基因 参与 小 
有 集 蛾 鞘 糖 脂 的 合成 。 但 糖 脂 类 受 体 是 否 参与 小 某 蛾 
对 Cryl Ac 的 结合 ,以 及 这 几 个 基因 发 生变 化 是 否 
会 影响 小 菜 蛾 对 Cry 毒素 的 抗 性 还 有 竺 进一步 研 
Fo Baxter 等 (2008) 应 用 AFLP 标记 对 可 能 与 小 羔 
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IR Bt 抗 性 有 关 的 受 体 基 因 ( 包 括 8 个 氨 肽 酶 基因 、1 
^| BSc PETERE S NEED. 1 个 P252-like 基因 、1 个 昆虫 
肠 内 烙 液 条 基因 及 1 个 bre-2 的 同 源 基 因 ) ETT T 38 
传 定 位 ,结果 表明 它们 与 抗 性 基因 不 在 同一 连锁 群 
上 。 但 作者 也 认为 他 们 的 研究 结果 并 不 能 排除 这 些 
受 体 基 因 通 过 反 式 作用 因子 影响 基因 表达 调控 而 产 
生 抗 性 的 可 能 性 。 革 糖 脂 是 动物 体 生物 膜 的 重要 组 
成 部 分 , 它 在 膜 上 富 集 形 成 一 个 脂 合 结构 ,， 受 体 、 
配 基 及 其 他 相关 和 蛋 日 在 这 个 部 位 调节 信号 传导 ， 
此 很 多 生物 学 功能 均 与 它 有 关 ( Hakomori, 2002) 。 
在 本 人 研究 室 的 初步 研究 中 , 没有 在 抗 性 和 敏感 小 来 
蛾 上 发 现 这 4 个 糖 基 转移 酶 基因 与 功能 有 关 的 突 
AR, 只 是 存在 一 些 氨 基 酸 的 多 态 性 。 因 此 开展 不 同 
发 育 阶段 基因 表达 情况 的 研究 可 以 为 进一步 研究 糖 

类 受 体 在 小 菜 蛾 对 Cry 毒素 抗 性 中 的 作用 奠定 
基础 。 
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